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ARTICULO POR INVITACION

De oocitos in vivo a in vitroy a clonacion:
Reminiscencias de un investigador en biomedicina

En 1969 después de haber trabajado en algunos aspectos
moleculares del desarrollo temprano del huevo (oocito
fertilizado) de erizo de mar proveniente de la fertiliza-
cion in vitro (FIV), era dificil imaginar que algun dia se
podria contar con tantos oocitos de mamifero en un me-
dio de cultivo como los que yo obtenia directamente del
erizo hembra. La FIV de oocitos humanos en los afios 70
habia alcanzado ya su umbral clinico (el primer humano,
mujer, nacié en julio de 1978); aunque dichos oocitos
eran obtenidos laboriosamente (aun los de ratén nos po-
nian en problemas). Todavia en ese tiempo, en las clases
y seminarios sobre desarrollo embrionario y diferencia-
cion celular, se tenia que poner un esfuerzo adicional
para convencer al auditorio de que la informacion gené-
tica requerida para la produccién de cualquier tipo de
célula diferenciada, sea una neurona o un fibroblasto, es-
taba presente en toda célula del organismo. Es decir, ni el
hepatocito habia perdido el gen responsable de la sinte-
sis de 4cido gamma-amino aminobutirico ni la neurona
el de la albimina, por ejemplo. El problema se encontra-
ba en la regulacién diferencial de la expresion del geno-
ma, de un genoma integro en relacién al de las células
primordiales. Mas ese trabajo era ampliamente recom-
pensado al poder mostrarles datos, ante su asombro, de
gue era posible tomar una célula diferenciada de la epi-
dermis (en ese caso de la zanahoria) y en ausencia de
gametos, producir, manipulando la constitucién del me-
dio de cultivo, una planta de zanahoria completa y fértil
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(el primer ejemplo, en un laboratorio formal, de clona-
cion en multicelulares). Era como tomar un pellizco de
nuestra piel del antebrazo y de ahi obtener un humano
bromeaba yo, sinceramente, con ellos. A pesar de las sor-
prendentes consecuencias de esos datos, nuestras men-
tes tomaban cierto solaz en la mansa y acogedora seguri-
dad emocional de que aunque interesantes, pertenecian
a organismos “inferiores”. ;Nosotros? Nosotros éramos,
obviamente y desde luego, otra cosa.

Unas décadas después, en 1997, el reporte de la exis-
tencia de Dolly volvié a asombrar nuestros modelos men-
tales sobre los mecanismos de la reproduccion. La clona-
cion (término empleado en ciencia con el modelo bacte-
riano de biologia molecular) de organismos multicelulares
era ya conocida con anterioridad,! pero Dolly no era
“cualquier organismo inferior”, era una clona mamifera
(del griego klon = retofio en el diccionario de la lengua
espafiola, pero “rama” en los anglosajones y méas apro-
piado en su sentido cientifico). Ademas, dificil de ignorar
por su tamafio y porque habia completado exitosamente
su desarrollo prenatal; a diferencia de los intentos pre-
vios con otros organismos en los que sélo se llegaba a
etapas embrionarias. La clonacién es una invencién bio-
I6gica que se presenta ampliamente en los insectos en el
proceso de partenogénesis. En cuanto al humano, éste la
ha usado desde tiempo inmemorial en horticultura al pro-
pagar plantas por medio del sembrado de sus ramas. La
obtencién de organismos humanos por las técnicas de
reproduccion asistida (alrededor de un millén actualmen-
te) estaba ya siendo digerida por nuestras mentes; diges-
tion facilitada porque en esos casos se utilizaron las célu-
las “correctas”: un oocito y un espermatozoide. Dolly fue
obtenida con una “célula incorrecta” — semejante al caso
anterior de la zanahoria en la que se empled una célula
somatica (reproduccion asexual de un organismo sexual)—
, especificamente, con un nucleo somatico (de la ubre) y
entonces incorrecto por no ser el del espermatozoide;
incorrecto si, pero obviamente suficiente. En febrero de
2003, a causa de una grave heumonia (comun entre los
borregos), se le practic6 eutanasia. Cumplia 6 afios y
padecia también de artritis. ¢Envejecimiento prematu-
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ro? En realidad esto no se puede afirmar todavia, pero
ella formara parte de la muestra permanente del Museo
Nacional de Escocia. ;Clonada en verdad? Si por clona-
cion entendemos, como en las bacterias, virus y plasmi-
dos, verum dicere una copia exacta, la respuesta es no.
La clonacion de puercos (en la Universidad Texas A&M)
produce camadas con miembros diferentes entre si, tanto
en conducta como en el pelaje y en el nUmero de dien-
tes. Sus diferencias son del mismo tipo que las vistas en
camadas obtenidas en forma tradicional. Quiza de inte-
rés y en espera de que se repita, si los huevos clonados
son puestos en diferentes madres gestacionales las dife-
rencias en las camadas resultantes son mas obvias (las
consecuencias del microquimerismo, pequefio nimero
de células de la madre en los hijos adultos y viceversa,
son desconocidas). Esas diferencias también se han ob-
servado en dos gatos productos de la misma clonacion
(en el mismo sitio anterior) y de vacas (en Advance Cell
Technology, Worcester, Mass.). Recordemos también que
en gestaciones multiples de tipo sexual en humanos su-
cede lo mismo. En noviembre de 2001 Advance Cell Te-
chnology report6 la clonacién del primer embrién huma-
no, aunque degenerd en los primeros blastomeros re-
presenta la prueba del principio de que quiza sea
posible; sin embargo, esta posibilidad presenta proble-
mas técnicos inmediatos, intentos de clonar embriones
de monos rhesus fallaron por distribucion desigual de
cromosomas en las células hijas. Proteinas indispensa-
bles en este proceso y localizadas en los cromosomas
parecen ser eliminadas durante la transferencia nuclear.
Los anuncios de la secta de Rael (piloto de autos de ca-
rrera) que dicen haber encontrado extraterrestres son so-
lamente eso. Todas estas manipulaciones dejan mucho que
desear en cuanto a eficiencia (en el caso de Dolly fue
de un 0.36%). Aunque la frecuencia de defectos del re-
cién nacido es de un 4.2% en gestaciones tradicionales,
de un 9.2% en FIV y de un 8.6%?2 en inyeccion intracito-
plasmica la diferencia es enorme. De interés terapéutico,
estos avances han facilitado el trasplante de 6rganos y
tejidos con un porcentaje alto de histocompatibilidad al
escoger entre embriones candidatos a un segundo hijo(a)
al inmunolégicamente mas adecuado para un primer
hijo(a) con una necesidad vital de dicho 6rgano (gesta-
cion sobre demanda médica, la primera en 1966); con
esto Ultimo, a su vez, el diagnostico preimplantacion de
enfermedades hereditarias severas y la consecuente se-
leccién del embrién sano, libre de la mutacién responsa-
ble (en el 2002).

Poco después, otra gran sorpresa: resulta posible el
cultivo in vitro (y por tanto el establecimiento de lineas)
de las células “stem” o células madre; originadoras de
todas y cada una de las diferentes estirpes celulares de

un organismo multicelular. Con ello, la posibilidad e in-
cluso realizacién ya de trasplantes celulares a, por ejem-
plo, cerebro (Parkinson, Alzheimer), médula espinal (pa-
ralisis), médula dsea (leucemias), corazon (remodelacion
postinfarto) y directamente a sangre en un modelo expe-
rimental de esclerosis multiple.® Estas lineas de células
madre provienen de las células de la masa interna de la
blastula o de tejidos adultos (también de teratomas pero
no son usadas por su obsolescencia). Ambas lineas celu-
lares sélo son capaces de dar estirpes celulares somaticas
(las de embriones mejor que las de adulto) y por ello son
llamadas pluripotentes. Aun asf, esta pluripotencialidad
se ha puesto en duda al demostrarse, en el caso de célu-
las madre de médula 6sea trasplantadas a higado y trans-
diferenciadas a hepatocitos, que esta transformacién no
es real sino sélo el resultado de la fusion celular con un
hepatocito original, aunque se producen nucleos de re-
generacion hepatica.* Dada la necesidad de destruir al
embrién para obtener las embrionarias, “embryonic stem
cells” (ESC’s), el uso de estas células esta actualmente
proscrito en los Estados Unidos (EUA) cuando su finan-
ciamiento es federal (a partir del 9 de agosto de 2001)
aunqgue no en Inglaterra. Como en el caso de los inicios
de la FIV, el manejo de oocitos y de embriones ha genera-
do una gran discusion sobre el uso de ESC’s en clona-
cion reproductiva (la cual nadie intenta hacer por inefi-
ciente e incierta en cuanto a la patologia embrionaria y
postnatal) y en la llamada clonacién terapéutica (el hu-
mano no ha clonado estas células, no ha habido enuclea-
cion y transferencia de otro nucleo, son clonas de ellas
mismas al autorreplicarse como en el caso bacteriano),
aplicacion grande y dolorosamente requerida. En los EUA
existen unos 11,000 embriones congelados que han sido
donados para investigacion (o en su defecto estérilmen-
te destruidos) y que darian unas 200 nuevas lineas de
ESC’s, en comparacion a las 11 que en la actualidad son
utilizables y para las cuales hay permiso legal. La Coali-
tion for Advancement of Medical Research (que incluye
la Christopher Reeves Paralysis Foundation y la
Parkinson’s Disease Foundation) presentara al congreso
sus argumentos para revertir la prohibicién y la revista
Science del 9 de mayo de 2003 publica un editorial de
su editor en jefe y dos contribuciones mas en favor del
uso de ESC’s en investigacion.

Ante este clima social, y sin duda por si misma, llega la
sorpresa de la tecnologia bioldgica (en el campo de bio-
logia del desarrollo) méas reciente y mas significativa en
cuanto a los aspectos legales, éticos, morales, bioldgicos
y médicos de la clonacién en humanos: jla obtencion de
ESC’s totipotenciales! Es decir, productoras también de
células germinales; oocitos en este caso.® jNumerosos
oocitos en una sola caja de cultivo! Casi como si se trata-
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se de bacterias. Para sosiego del aspecto filosofico de
nuestra mente, aunque sélo sea temporal, son oocitos de
raton, no de humano. Esto es muy trascendente porque
si las ESC’s son capaces de dar oocitos, también lo son de
dar espermatozoides, por ende, un organismo en ausen-
cia de sexos adultos. El ovario y el testiculo se derivan
durante la embriogénesis de una génada comun bipo-
tencial. Un receptor nuclear con funciones en la diferen-
ciacién de tejidos esteroidogénicos, DAX1 (Dosage-sen-
sitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenita critical re-
gion on the X chromosome, gene 1), esta involucrado en
alguna parte del camino hacia esta disyuntiva. En el sin-
drome humano de hipoplasia suprarrenal congénita,
DAX1 presenta mutaciones y los pacientes muestran de-
sarrollo testicular anormal junto con infertilidad. Las ESC’s
crecidas in vitro, bajo condiciones de diferenciacion, pro-
ducen oocitos primordiales que entran en meiosis, reclu-
tan células adyacentes para formar foliculos (indistingui-
bles de los obtenidos de ovarios y puestos en las mismas
condiciones de cultivo) con capa granulosa (probablemen-
te también con teca hacia el dia 35) y secrecién de estra-
diol al medio. Al parecer, las ESC’s siempre han sido toti-
potenciales, el problema habia sido demostrarlo. Recor-
dandonos, unay otra vez, que en la ciencia “la ausencia
de evidencia no es evidencia de ausencia”, es decir, la
inherente debilidad de datos negativos. Cuando el huevo
se divide, sus células resultantes son morfolégicamente
indistinguibles entre si durante toda la morulacién (ex-
cepto en algunos organismos como el erizo de mar). El
camino obvio en esta época molecular es ir a las molécu-
las (la biologia ha evolucionado de una biologia de orga-
nismos a una de moléculas y ahora a una de informacién
donde se pretende leer la biblioteca de la vida cuyos to-
mos se han ido escribiendo desde hace unos 3.5 mil mi-
llones de afios). Mas uno no puede ver moléculas dentro
de una célula viva. Gracias quizé a su concepcién femeni-
na, esto es posible si se les reviste vistosamente de mane-
ra que sean visibles dentro de una multitud. Vistosa y sa-
namente, pues marcarlas con radiactividad es deletéreo y
sin utilidad aqui. Un vestido rojo y con lentejuelas podria
servir, en este caso, una proteina fluorescente. Como la
utilizada en pececillos comerciales con el corazén fluo-
rescente y recientemente, en Taiwan, con el cuerpo ente-
ro. Ademas, la molécula debe ser especifica a la célula de
interés. De manera sucinta, el grupo de Filadelfia uso6 el
gen de una proteina de fluorescencia verde regulado por
el promotor de otro gen, especificamente expresado por
el oocito, para marcar dichas células. Una vez que esta
construccion génica fue introducida por electroporacién
a las ESC’s, en cuanto éstas produjeran oocitos, éstos se-
rian localizados. Y lo fueron. Para mayor confirmacion, la
expresion de otros genes especificos fue medida por trans-

criptasa reversa; cuantificAndose ademas, la aparicion de
estradiol en el medio de cultivo. Avanzando en el proble-
ma general del uso de ESC’s en humanos, todo esto pudo
lograrse en ausencia de la capa nutriente de fibroblastos
de ratén; replicativamente incompetentes pero con virus
murinos. Un detalle importante en todo el procedimiento
dice Hans R Schéler, investigador principal del grupo, es el
sembrado de las ESC’s en concentraciones altas (1-2 ><10%
cm3). La aparicion de oocitos expresando fluorescencia fue
de un 25% hacia los 7 dias de cultivo. La posible obtencién
de espermatocitos requerira de procedimientos mas com-
plejos pues el camino de diferenciacién es mas largo.
Estos datos indudablemente despiertan una multitud
de pensamientos. En vista de que la caja de Petri puede
sustituir al ovario, la mujer, en biologia de la reproduc-
cion, ya no podré ser conceptualizada (argumento en
contra del uso de ESC’s) como “/a” fuente de oocitos,
“the egg farm”. Y si las ESC’s son orientadas a producir
espermatocitos, se puede también dispensar del esper-
ma del hombre. La materia prima para clonaciones po-
dré estar en la caja de cultivo. La magia del citoplasma
del oocito, la capacidad de desprogramar a un nucleo
somatico y reprogramarlo hacia otros caminos, la mayor
magia del proceso de la vida (otra magia actual es la de
¢cémo podemos ser humanos con tan sélo unos 25,000-
27,000 genes “tradicionales”), podra ser utilizada para
clonaciones de bebés (posible pero muy poco probable,
repito) o de tejidos (médicamente requerida) y sobre todo
en investigacién; de gran importancia por su mayor tras-
cendencia al intentar descifrar las bellezas de esa magia.
Mas elocubrativamente, el hombre podria tener también
otras funciones: las ESC’s XY son igualmente capaces de
producir oocitos y foliculos. La clonacién de un nucleo
somaético XY en un oocito enucleado (nada puede em-
pezar de la nada), la subsecuente obtencion de sus co-
rrespondientes ESC’s y de ahi oocitos con el X y el resto
de los 22 cromosomas, de origen paterno todos y en-
tonces el padre original funcionando como madre, po-
dran ser fertilizados con esperma de un segundo padre
para producir un organismo (mediante la colaboracion
caritativa de un Utero) proveniente de “un padre-ma-
dre” y de “un padre-padre”. Ni siquiera hay que separar
inicialmente los embriones YY pues no son viables. Como
sigue mostrando la historia humana, el limite real pare-
ce encontrarse en el desenvolvimiento del conocimien-
to. ¢Problemas de indole no cientifico? jMuchisimos! De
conceptualizaciones y por lo tanto de lenguaje y lega-
les: diferentes tipos de padres y madres genéticos, ma-
dres gestacionales (que ya existen), responsabilidad legal
hacia diferentes tipos de hijos, significados de individua-
lidad, de sexo, de familia, ... de vida y de religion. Ante
este tipo de amenazas, el humano repetidamente ha re-
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currido a prohibiciones; sin embargo, su historial nos
muestra su futilidad. Los sentimientos de moral y altruis-
mo obligados y dirigidos por creencias pueden no ser
genuinos, como lo son en el caso de donadores volunta-
rios de 6rganos por ejemplo, sino resultado del temor
inherente en ese tipo de conducta. ;Caminos factibles?
Desgraciadamente para la praxisinmediata, el desenvol-
vimiento racional, infatigable y decidido si no continuo,
de la mentalidad humana. El futuro siempre ha sido difi-
cil y llega demasiado pronto. El problema fundamental
es la ignorancia, no el conocimiento.
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